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1 , Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der nnit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Beh5rde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 Qbermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blotter einschlieBlich dieses Deckblatts. 



□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen. und/oder Blatter mit vor dieser 
Behdrde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen Insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tdtigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde EInheitlichkeit der Erfindung 

V ^ Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkldrungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 
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Fomiblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VOI 
PRUFUNGSBERICHT 




FIGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/08662 



1. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandtelle der internationalen Anmeldung {Ersatzbiatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahman dieses Berichts ais "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beige fugt, weii sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1-13 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-23 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

Ml-in ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-3, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabel handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der Internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

K in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten Ist. 

H zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeltpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Jull 1998) 



INTERNATIONALER VORBTuFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzelchen PCT/E POO/08662 



Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtlgung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Griinden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprungllch 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinslchtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkelt und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkelt (ET) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internatlonalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
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Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/08662 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellunq nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit: Unterlaqen und 
Erklarunqen zur Stutzung dieser Feststellunq 

1). Die vorliegende Anmeldung hat als Gegenstand die regulatorische Sequenz, im 
besonderen die Promotersequenz, des fiir die Endopolygalakturonase (EPG) 
kodierenden Gens (SEQ ID Nr. 1). 

2.1) . Die vorliegende Anmeldung erfullt die Erfordernisse von Art. 33 (2) PCT, da die 
zur Verfugung stehende Stand der Technik nicht neuheitsscliadlich ist fur den 
Gegenstand der Anspriiche 1 -23. 

2.2) . Dokument D1 (SIEKSTELE RIMANTAS ET AL: 'Cloning, targeted disruption and 
heterologous expression of the Kluyveromyces marxianus endopolygalacturonase gene 
(EPG1).\ YEAST, 15-03-1999. Seiten 31 1-322) wird als nachstliegender Stand 
gegenuber dem Gegenstand des Anspruchs 1 angesehen. Es offenbart die fiir die 
Endopolygalakturonase (EPG) kodierende Sequenz (D1, Abb. 1). 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 unterscheidet sich von D1 dadurch, daB SEQ ID NO 
1 sich auf die -1 146 bis -1 Sequenz bezieht, welche sich 5' vom Translationsstart der 
fur die Kluyveronnyces (K.) marxianus Endopolygalakturonase kodierenden Sequenz 
befindet. Die Sequenz aus SEQ ID NO 1 und die in D1 beschriebene Sequenz 
iiberlappen in einem Bereich von 572 nt. 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, daB weitere regulatorische Sequenzen aus Hefe dem Stand der Technik zur 
Verfugung gestellt werden. 

Der Gegenstand von Anspruch 1 wird als erfinderisch angesehen, da die 
Nucleotidsequenz von SEQ ID NO 1 nicht in naheliegender Weise aus D1 ableitbar 
war. 

Daher erfiillen Anspriiche 1-23 die Erfordemisse von Art. 33 (3) PCT. 
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Die industrielle Anwendbarkeit des Gegenstandes der Anspuche 1 -23 wird anerkannt 
(Art. 33 (4) PCT). 

Zu Punkt VIII 

Bestimm te Bemerkunaen zur inter nationalen Anmelduna 

Die Anspriiche 4-7, und 17-20 erfullen nicht die Erfordernisse von Regel 13bis.3 (a) 
PCT, weil in der Bezugnalime auf die hinterlegten Plasmide/Mikroorganismen 
(Beschrelbung, Seite 5) das Datum der Hinterlegung felilt. 

Weiterhin ist es unmoglich, daB die gleiclie HInterlegungsnummer sich gleiclizeitig auf 
ein Plasmid (Anspriiche 4-7) und ein E. coli (Anspriiche 17-20) bezieht. 



Fonmblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



PATENT COOPERATION TReK^ 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 





(PCT Article 36 and Rule 70) 




Applicant*s or agent's file reference 
TM5100 LG/vm 


irrfcD iniDTuiro a i—rii-n^ SeeNotificationofrransmittaloflniemational Preliminar\' 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/EPOO/08662 


International filing date {day/month/year) 

05 September 2000 (05.09.00) 


Priority date {day/month/year) 

10 September 1999 (10.09.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/56 


Applicant 


TAD PHARMA GMBH 





1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminao' Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
— amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



. sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 



I 


12^ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveky, inv^entive step or industrial applicability-^ 
citations and explanations supporting such statement f r ^ , 



Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

12 March 2001 (12.03.01) 


Date of completion of this report 

14 December 2001 (14.12.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



itional application No. 

PCT/EPOO/08662 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:'^ 
the international application as originally filed 
the description: 

pages 

pages 

pages 



1-13 



. as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-23 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/7 - 7/7 



, as originally filed 



, filed with the demand 



_ , filed with the letter of 



^ the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



1-3 



, as originally filed 

. , filed with the demand 



^, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1 (b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 



3. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



contained in the international application in written form, 
filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form. : 
furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence Hsting does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. r-^-:^^-^.'.- 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' ' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

♦ Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

♦* Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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^^Hationa] application No. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard t novelty, inventive step r Industrial applicability; 
citations and explanations supp rting such statement 

I . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (lA) 



2. Citations and explanations 

1) . The subject matter of the present application 
relates to the regulatory sequence, in particular the 
promoter sequence, of the gene (SEQ ID number 1) for 
coding the endopolygalacturonase (EPG) . 

2.1) . The present application satisfies the requirements 
of PCT Article 33(2), since the available prior art is not 
prejudicial to the novelty of the subject matter of Claims 
1-23 . 

2.2) . Document Dl (SIEKSTELE RIMANTAS ET AL : "Cloning, 
targeted disruption and heterologous expression of the 
Kluyveromyces marxianus endopolygalacturonase gene 
(EPGl).', YEAST, 15-03-1999, pages 311-322) is considered 
to be the closest prior art in^-iE?elation to the subject 
matter of Claim 1. It discloses the coding sequence (Dl, 
Figure 1) for the endopolygalacturonase (EPG) . 

The subject matter of Claim 1 differs from Dl in that SEQ 
ID number 1 refers to the -114 6 to -1 sequence, which is 
located 5' from the translation start of the coding 
sequence for the Kluyveromyces (K.) marxianus 
endopolygalacturonase. The sequence from SEQ ID number 1 
and the sequence described in Dl overlap in a range of 572 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) ' ' 



Claims 1-23 YES 

Claims NO 

Claims 1-23 YES 

Claims NO 

Claims 1-23 yES 

Claims NO 



INTERNATIONAL PRElSSnARY EXAMINATION REPORT 



^^^^tionalapplication No. 

PCT/EP 00/08662 



nt . 

The present application is understood to address the 
problem of extending the state of the art by providing 
further regulatory sequences for yeast. 

The subject matter of Claim 1 is considered to be 
inventive, since the nucleotide sequence of SEQ ID number 
1 is not obviously suggested by Dl . 

Consequently, Claims 1-23 satisfy the requirements of PCT 
Article 33 (3) . 

Industrial applicability of the subject matter of Claims 
1-23 is established; PCT Article 33(4). 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Claims 4-7 and 17-20 do not meet the requirements of PCT 
Rule 13bis.3(a) because the date of deposit is not 
specified with reference to the deposited plasmids/micro- 
organisms (description, page 5) . 

Furthermore, the same accession number cannot refer to a 
plasmid deposit (Claims 4-7) and an E.coli deposit (Claims 
17-2 0) at the same time. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 
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From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 



To: 



Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 

CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 



Date of mailing (day/month/year) 
12 June 2001 (12.06.01) 


ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 




Ifitemationat application No. 
PCT/EPOO/08662 


Applicant's or agent's file reference 
TM5100LG/vm 


International filing date (day/month/year) 

05 September 2000 (05.09.00) 


Priority date (day/month/yea r) 

10 September 1999 (10.09.99) 


Applicant 

BECHER, Dietmar et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
12 March 2001 (12.03.01 ) 



I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| 

□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

P. Blanchet{Fax 338.87.40) 
Telephone No.: (41^22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



EP0008662 



VERTRAG 



R DIE INTERNATIONALE ZUSAMyi 
OEM GEBIET DES PATENTWE^I 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERiCHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



ENARBEIT 
S 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

TM5100 LG/vm 


WEITERES s\ehe MItteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberlchts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachsteiiender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/08662 


Internationales Anmeldedatun^ 
prag/Monat/Jahr) 

05/09/2000 


(FrOhestes) Priorimtsdatum (Tag/MonaVJahr) 

10/09/1999 


Anmelder 

TAD PHARMA GMBH et al . 



Dieser internationaie Recherclienbericht wurde von der Internationalen Recherclienbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemdlB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro iibtermittett. 

Dieser Internationale Recherchenbericlit umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

|X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Grundlage des Berichts 



Hinsichtlich der Sprache 1st die internationaie Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefiihrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde etngereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. IHInsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucfeotid- und/oder Aminosauresequenz 1st die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
|X| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

pT] zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behbrde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der BehOrde nachtrSgiich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erktarung, daB das nachtrdglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der / 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeltpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. / 

I I Die ErkiSrung. daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informatlonen dem schrlftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

I I Bestiiiimte AnsprQche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
I I Mangetnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld It). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmlgt. 
pr| wurde der Wortlaut von der BehSrde wie folgt festgesetzt: 
REGULATORISCHE SEQUENZEN UND EXPRESSIONSKASSETTEN FUR HEFEN, INSBESONDERE FUR 
KLUYVEROMYCES 

5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

nn wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der In Feld III angegebenen Fassung von der BehGrde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchen berichts eine Stellungnahme voriegen. 

6. Folgende Abbiidung der Z ichnungen ist mit der Zusammenfassung zu ver()ffentlichen: Abb. ^4r. 3 

(X| wie vom Anmelder vorgeschlagen 

I I well der Anmelder selbst kelne Abbiidung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbiidung die Erfindung besser kennzeichnet. 



□ 



keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



#- 

igSRge 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSOE^ENSTANDES 

IPK 7 C12N15/56 C12N9/24 C12N15/81 



Nach der Intemationalen Patentklassifiication (IPK) oder nach der nationalen Kiassiflkation und der IPK 



Internationales Aktenzefchen 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymt>oie ) 

IPK 7 C12N 



Recherchierte at>er nicht zum MindestprOfstoff gehdrende Verdffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Geblete fallen 



Wahrend der interna\iona\en Recherche konsultierte elektrontsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

BIOSIS, STRAND, WPI Data, PAJ, EPO-Internal 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie*' Bezelchnung der Veroffentltehung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspmch Nr. 



SIEKSTELE RIMANTAS ET AL; "Cloning, 
targeted disruption and heterologous 
expression of the Kluyveromyces marxlanus 
endopolygalacturonase gene (EPGl)." 
YEAST, 

Bd. 15, Nr. 4, 15. Marz 1999 (1999-03-15), 

Seiten 311-322, XP000981653 

ISSN: 0749-503X 

in der Anmeldung erwahnt 

BUSSINK H J D ET AL: "CHARACTERIZATION OF 
POLYGALACTURONASE-OVERPRODUC I NG 
ASPERGILLUS-NIGER TRANSFORMANTS" 
APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY, 
Bd. 37, Nr. 3, 1992, Seiten 324-329, 
XP002093936 
ISSN: 0175-7598 

-/-- 



HI 



Weitere VeroTfentltehungen sind der Fortsetzung von FeW C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlrchungen 
'A' VeroffentKchung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders t>edeutsam anzusehen ist 

'E" atteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

■f Veroffentlichung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu iassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

•O' Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen t>ezieht 

•P' Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



'T' Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum VerstSndnls des der 
Erfindung zugrundellegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angeget>en ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

'Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur.einen (fachmann naheliegend ist 

'&- Verdffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/08662 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
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Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
10/09/1999 



Anmelder 

TAD PHARMA GMBH et al. 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, ubermittelt. 

2. EIne Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alie ausgewahlten Amter ubermittelt. 

3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die natlonale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (Oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrlchtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikei 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermlttelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der intemationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Aniagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 
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Bevollmachtlgter Bedlensteter 
Cardenas, C 

Tel. +31 70 340-3370 
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(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 
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TM5100 LG/vm 
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WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberlchts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzelchen 
PCT/EPOO/08662 


Internationales Anmeldedatunn^ ag/Monat/Jahr) 
05/09/2000 


Prioritatsdatum (Tag/MonaVTag) 
10/09/1999 


Internationale Patentklassifikatlon (IPK) Oder nationale Klasslfikation und IRK 
C12N15/56 


Anmelder 

TAD PHARMA GMBH et al. 



1. Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder genn&B Artikel 36 Qbermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blotter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeiehnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blotter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punklen: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuhelt, erflnderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und ErklSrungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einrelchung des Antrags 
12/03/2001 


Datum der Fertlgstellung dieses Berichts 
14.12.2001 
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Prufung beauftragten Behdrde: 
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Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl 
Fax: +31 70 340 - 3016 


Bevollmachtigter Bediensteter >5^S«5«^^5J*X 
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INTERNATIONALER VORL! 
PRUFUNGSBERICHT 




IGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/08662 



I. Grundlage des Berichts 

1 . HInsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {ErsatzblMtter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprungilch 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt weil sie keine Anderungen entha/ten (Regein 70. 16 and 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-13 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -23 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

Ml'in ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-3, in der ursprungilch eingereichten Fassung. 

2. HInsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verf ugung Oder wurden In dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Obersetzung, die f ur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Verdffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

S in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

H zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Fomn eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftllchen 



Fonmblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORDWFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/08662 



Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen entha/ten, ist unter Punt<t 1 hinzuweisen;sie sind diesem Benefit 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 -23 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestlmmte Bemerkungen zur internationalen Annneldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlll, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORfAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/08662 
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Zu Punkt V 

Begriindete Feststeliunq nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der qewerblichen Anwendbarkeit: Unterlaqen und 
Erklarunqen zur Stutzunq dieser Feststeliunq 

1). Die vorliegende Anmeldung hat als Gegenstand die regulatorische Sequenz, im 
besonderen die Promotersequenz, des fur die Endopolygalakturonase (EPG) 
kodierenden Gens (SEQ ID Nr. 1). 

^ 2.1). Die vorliegende Anmeldung erfullt die Erfordernisse von Art. 33 (2) PCT, da die 
zur Verfugung stehende Stand der Technik niciit neuheitsschadlicli ist fur den 
Gegenstand der Anspruclie 1 -23. 

2.2). Dokument 01 (SIEKSTELE RIMANTAS ET AL: 'Cloning, targeted disruption and 
heterologous expression of the Kluyveromyces marxianus endopolygalacturonase gene 
{EPG1).\ YEAST, 15-03-1999, Seiten 311-322) wird als nachstliegender Stand 
gegenuber dem Gegenstand des Anspruchs 1 angesehen. Es offenbart die fiir die 
Endopolygalakturonase (EPG) kodierende Sequenz (D1, Abb. 1). 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 unterscheidet sich von D1 dadurch, da3 SEQ ID NO 
1 sich auf die -1 146 bis -1 Sequenz bezieht, welche sich 5' vom Translationsstart der 
fiir die Kluyveromyces (K.) marxianus Endopolygalakturonase kodierenden Sequenz 
) befindet. Die Sequenz aus SEQ ID NO 1 und die in D1 beschriebene Sequenz 
uberlappen in einem Bereich von 572 nt. 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, daf3 weitere regulatorische Sequenzen aus Hefe dem Stand der Technik zur 
Verfugung gestellt werden. 

Der Gegenstand von Anspruch 1 wird als erfinderisch angesehen, da die 
Nucleotidsequenz von SEQ ID NO 1 nicht in naheliegender Weise aus D1 ableitbar 
war. 

Daher erfullen Anspruche 1-23 die Erfordernisse von Art. 33 (3) PCT. 
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Die industrielle Anwendbarkeit des Gegenstandes der AnspQche 1-23 wird anerkannt 
(Art. 33 (4) PCT). 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Die Anspruche 4-7, und 17-20 erfullen nicht die Erfordernisse von Regel 13bis.3 (a) 
PCT, well in der Bezugnahme auf die hinterlegten Plasmide/IVIikroorganismen 
(Beschreibung, Seite 5) das Datum der Hinterlegung fehlt. 

Weiterhin ist es unmoglich, da3 die gleiche Hinterlegungsnummer sich gleichzeitig auf 
ein Plasmid (Anspruche 4-7) und ein E. coli (Anspruche 17-20) bezieht. 
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REGULATIRISCHE SEQUENZEN UND EXPRESSIONKASSETTEN 

FUR HEFEN 

Die Erfindung betrifft cine DNA-Sequenz, die als Promoter in HefezeWen aktiv isr, 
e:n dieses enthaltendes Expressions- und gegeb«nenfall$ Sekretionssystem, 
dieses System er^thalxende Ptasnnide, mit dec DNA transformierte Wirtszellen 
sowie Verfahren zur Herstellung von Protcinen und Potypaptiden. 

Die Herstellur^g von Peptiden und Pfoteinen mh gen:iechnischen Verfahren ist 
mrttJerweile uWi'ch und es stehen hierfur viele verschiedene Systeme zur Vcr- 
fugung. HSufig werden Bakteriensystema verwondct, die allerdings Nachtcile 
haben insbesoridere bei der Gewirvjung von Medikamemen Oder impfstoffen, 
z.B. daS sia pyrogene Substanzen erzeugen, die vor der Verwendung entfarnt 
werden muss«n, Oder daS s»e die Polypeptide nicht giykosytieren konnen. Es 
wurden daher auch eine Raihe anderer Sysieme fur die Expression von Polypepti- 
den in eukaryontischen Zcllen entwickelt. En hierfur weitverbreiteter Organis- 
mus ist die Hefc Saccharomyces cercvisiae, deren Genonn inzwischen bckannt 
ist und fOr die Vektoren und Expressionssystenne erhahiich sind. Allerdings hat 
auch die Verwendung die$c$ Mikroorganfsmus Nachteile. So ist Saccharomyces 
zum Bei^pieJ temperaturempflndJich, was aufwendige Einrtchtungen zur Tempe- 
raturkontrolla bai der Zuchtung erfordert, 

Eir« Ganung, die aufgrund gunstiger Eigenschaften fOr biotechnologische Ver- 
fahren inbetracht gezogen wird, i$t die Hefe K/uyveromyces. Die Arten KJact/s 
und K,marxlanus werden els GRAS (GeneraMy Recognized As Save) eingestuft 
und konnen dahar mit derselben Sicberheit wie Saccharomyces verwendet wer- 
den, Darubefhinaus kann K.marxi'anus eine Vtelzahi von Kohlenstoffqueilen und 
EnargtequoHen fur das Wachstum nutzen und ist nicht sehr temperaturempfind- 
lich. Kluyverdmyces maxrxianus kann bei Temperaturen bis zu 45 °C wachsen 
und I§Bt sich daher im Gegensatz zu den temperaturempfindfichen Seccharo- 
mycas-St^mmen elnfacher zOchiBCi. Die ZeWen von schneW wachsenden 
K.marxf3nuS'Si'ltr\tr\tr\ kGnnen sich be! optimalen Bedingungen alle 35 Minuten 
teilan. Allerdings konnten diese guten Eiganschaften bisher nicht optimal ausge- 
nutzt werden, da es fur diese Hefeart an zuved^ssigen, axpressionsstarken 
vdriablen Promotoren mangelt und kaum Expressionssysteme zur VerfGgung 
stehen. mit denen Proieine in guter EffektivitSt hergestellt werden kOnnen. 
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Es war nun Aufgabo der vorliegenden Erfindung, einen Promotor, der fOr die 
ExfKession in Hefen, insbcsondcre Hefez«llcn der Gattung Kluyveromyces 
geeignct ist, sowie Expressionssysteme, die variabcl xur Expression cingesetrt 
werden kSnnen, beFcitzusrellen. 

Diese Aufgabe wlrd gelfist. indem erfindungsgem^S cine DNA-Sequenz, die die 

Nucleotidsequenz gcmSS SEQ ID Nr. 1 

GAGGCCTGTC CGATTATTAA ACTTGCGGCA CCCQAGTTTG TGACCTTCGA 

CGACATQrrr tatttccaca ccgtagctac actttctatg tagtaagtag 

GTAGTATGGA TGGTAGCTAG TAGAAACTAA ACGAAACG AA ATAAATGTGA 
AATGTTAGAC GTAAAGGGGA GGGGAAGGGA AGGGGGCGGC ggagagacat 
GCCAAGCCAT GCCATTTCAT GGCATGGCAT GTCAAGGGAT ACTGCATGCA 
TGCATGCATA CTTTACCAAT AGCAAAGTAA ATTGCTTTCT TCCCCCATTT 
GAAACTATTC CACCTCAATC CATCTTTTCT ATAATGGGTA TCACCGATCT 
CATGTGTTCT AATAATGCTG CAGGCAACAA CAAATCTTAA AGGCAACTTG 
GAATGTAATT TGGTTAATGA TAGATATCAA ACAGCAATGQ TGGGCTCCAA 
CCGCATGGAT ATGCTCACCT TATTATCCGG AATTGTTGTT CCGCAGGAAA 

aaaaaaaaac ctcgaaccag atattaatta tcctatcatt act6cgtaca 
aaacccggga acggttaacc tocagcagcc gttttgctta cagttctcat 
gcacaatcag ccagattttg caatagtatt aacttagaat taaggcaaca 
tctttggata tgcatgtaga gtaagtcqtt cgaaaccatt attattatta 

TTATTATTAT TATTATTATT ATTATTATTA TTATTAGTAT TATTG AAATT 
GTTATTGTTC TTAGTTTCAC TACTATTATT ATTCATATTC atgttattga 

catcgccgaa cgacgagcct ccataccgattagacaggat ctcaaacgtg 
ggctccagag ctcacacatt atgctaaata actatctact'gtaacagcta 

C AG AAA AAA A ACT AT AAA AG AGCGACGGAT AAACCACTCT CTTGTGAATC 
AGGATCAGTA GGTAACTCAT AAACCTTCTT CTTTTCTCTC AAAATATCAA 

ATAACAGTAG TATCAACAAC g atatcgaat aatactaact actacaacag 
taggaacagt aacgacaacg acaacgatag taacgacaat aacgacacca 
acaaacaaca ggaacacaga ttaagctcag aaacaaaaaa aaaaaa 

umfaSt, zuf Ver fugung gestellt wlrd. 



Die erfindungsgemaSe Nucleotidsequenz umfatlt eine Sequenz« die als Prornotor 
aktiv ist und liefert ein ^xpxBzsXon%t>f%\^rT\, das sehr variabeJ \sx und fur 
Kluyveromyces geeignet ist, aber auch fur andere Hefearten, insbesondere 
S^rcc/)arom/ce5' cerevisiae eingesetzt werden kann. 

Die erfindungsgemSI^ DNA-Sequenz gemSE SEQ 10 Nr. 1 ist eine NucieinsSure* 
sequenz, die regulatorische Regionen eines Gens enthSIt, das fur das Enzynn 
Endopolygalacturonase codiert. Das Enzym Endopoiygalacturonasa baut Pektin 
ab. indem es 1 ,4-fz-D*galactosrcuronische Bindungen zwischan zwei nichtnnethy- 
/ienen Galacturons4lurer«st«n spa/tet. T>\est^ Ixxzivn komnrjt unxet ^nt^^r^m in 
HefestSmmen der Art Kluyveromyces marxianus vor. Die Sequenz des Erxlo- 
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polygalactgronasegens aus Kiuyveromyces marxianus var. marxianus wurde in 
Yeast 15. 311-322 (1999) verOffentlicm. Die aus der angegeb^n n Sequenz 
aWeitbare Promotorregion fuhno jedoch nicht 2uverISssig zur Expression ver- 
schiedener Protcine. 

Es wurde nun gefundcn, daS «ine Sequenz, die zumindest einen Teil der Nucleo- 
tide von SEQ ID Nr. 1, bcvorzugt mirxJertens die Nucleotide 1 bis 1134 und 
insbcsondera die gesamte Sequenz umfaBr, die Expression von Proteinen in sehr 
vorteilhafter und rcproduzierbarer Weisc erm6gHcht. D*e beanspruchte Sequenz 
gemas SEQ ID Nr. 1 weist mehrere rcgulatorische Amcile auf, so dag sie unter 
verschiedensten Bedingungen ihre Funktion als Promotor aosuben kann. 

Der erfindungsgemSSa Promotof kann durch Zugabe von Pektin rum Kultur- 
medium induriert werdcn. Dies ist vortellhaft, da Pektin eine gut verfugbare 
Substanz ist und somit ein gOnstiges Induktronsmittel fur das erfindungsgemaBe 
System zur Verlugung steht. 

Die beschriebenen Nucleinsaurescqucnzen mit regulatorischer Aktivitat schlie&en 
solche Sequenzen ain, did durch Modifizierung, Substiriftlon, Deletion Oder 
Insertion oder Kombinationen hiervon ontstanden sind, die die gleiche Oder eine 
bessere regulatortsche AktivitSt als der Promoter, der Terminator oder die 
Signalsequenz bositzen. Hierzu kann auch die Sequenz gemSS SEQ ID Nr. 1 mit 
weiteren regulatorischen Upstream-Sequenzen mit Aktivator* und/oder Repras- 
sorfunktionen eingeschfossen sein. 

EffindungsgemSB wcrden weiterhin auch solche Sequenzen inbetracht gezogen, 
die mit den beanspruchten NucJeotiden oder Sequenzen eine Homologie von 
mindestens 30%, bevorzugtcr mindestcns S0% und insbesondere 95% aufwoi- 
sen, solange sie auch eine vergleichbare Aktivitat ha ben, 

Bevorzugt wird die Sequenz gem5S SEQ ID Nr. 1 in Form eines Expressions- 
system bzw. einer Exprcssionskassette fur die Expression von Proteinen und 
Peptiden bereitgestellt. Die erfindungsgemSl^ Expressionskassette umfa&t in 
ihrer einfachsten Form eine regulatorische Sequenz, wie sie in SEQ ID Nr. 1 
gezergt ist, oder einen afs Promotor aktiven Teil davon, einen Insertlonsklonie- 
rungsort, in den das PolynucJeotid fOr das zu exprimierende Protein einkloniert 
werden kann, und die Nucleotidsequeru gemSK SEQ ID Nr. 2, 
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CCGTCTCT TTTTATTTTT TTTTTTTTTT TTATTAACGT GAAGAAGATA 
AGGGAAGTCT TCAATGCGGT TCTGAATGGT TGATCCATTT CGATACCTCG 
GGGACTTCCT TTGAATATAT TCTGAGAGTA TGACAGTTGG TTTTCTTTCT 
7TCTTTCTAT TGTTTTTGTT TTTATGGAAA TATAGCTTTG ATGATTTAGG 
ATATmrTTG TAGTGAACCA ATACATGCTT GATTAATATA CGTACGAGGT 
CGGCATTCTA CTCTCATTAT TGGTGT7TTA T7GGAGGCAA AAATTAAATC 
TAGGAGTATC GTTTAGAGCG CGAACGTAAT ATCCATGTTC TTCTCTTTGA 
AGAGGTCCCA CCATTGCTTC CCAGATAGCC AGCATTCTTC CATGATATTT 
TGCGCTTGTT TTGCACTGGT GACACCCTTT CGAACCAAAG ATGTCAAGTG 
CT6CTGATAC AACAACCTGT ATTCATACAA TTCTGGATCC ATCAGCTCAC 
AATCCACAGC TGAAGATACA G AAAATGATA CATGTCTCTQ CAQ 

die di« TerminatQrsequenrrcgion des Endopolygalacturonas#gens aus 
Kluyveromyces msrxianus kodiert. Diese Expre«ionska$$erte kann vielfaitig 
verwendfit werden. Der Insertionsklonterungsort ist eine Schruttstello, an der die 
Sequcnz aufgeschnitten werdcn kann und das Polynucleottd fur das gewOnschte 
Protein Oder Peptid einligiert werden kann. In dicser einfach^en Form wird nach 
Induktfon bci der ^xpt^s^xon das Protein intrazeliulSr produziert und nicht aus der 
Zelle ausgcscWeust. Es kann dann nach AufschJufi der Zeile in an sich bekannter 
Wsise gewonnen werden* Dicse AusfCihrungsform eignct sich sowohf fur klelne 
Peptide und Proteine, die auQerhalb der Zelle instabil sind als auch fur Proteine^ 
die genered intrazeliutSr (okatisiert sCnd. 

in einer wciteren AusfOhrungsform, die irvsbescndere fur aus der Zelle auszu* 
zchXm^tMt Protefne geeignet ist, wird ein erfindungsgemases lLxpx^%^on%' und 
Sekretionssystem verwendet. Dieses System umfaSt in operativer Vcrbindung 
die NucleinsSuresequenz gcmiS SEO ID Nr, 1 oder einen ais Promotor aktrven 
Teil davon, dra Sequenr gemSS SEQ \D Nr. 2 aJs Jtrtmmtor und, zwischen 
diesen beiden Sequenzen, dia Signatsequenz gemote SEQ ID Nr. 3 

ATGT TATTCAGCAA CACCTTATTG ATCGCAGCAG CTAGTGCATT 
ATTAGCTGAA GCTTCTCCAT TGGAAAAG AG A 

lum Ausschleusen des Proteins, In dieser Ausfuhrungsform erfolgt die Zuchtung 
in an sich bekannter Woisc, wobai entweder in einem kontinuierlichen Verfahren 
das Protein stSndig ins Medium abgegeben wird und aus dar FermemationsbrGhe 
kominuierlich geworvien werden karm oder in etnem diskontinuterlichen Verfah- 
ren die Zellen gezuchtet, geerntet und dann das Protein aus der Bruhe gewonnen 
werden kann. 
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Die erfindungsgcmSCa Exprcssionskassert eignet sich sowohl zur Expression 
von geeigneren stch autonom replhierenden Plasmid n ais auch xum Einbau in 
H«fechfomosomen uber integrative Vektoren. 

Ein y^^eiteref Gegenstand dar Erfindung sind die in den Figuren 1 bis 3 nSher 
erISutenen Piasmide pEPG1-1, pEPG1-2 und pEPGsec, die die erfindungs- 
gem^Sen Expressionssysteme enthalten. Diese Pldsmide sind rekombinante 
bakterieDe nasmida und k5nnen in der vorltegenden Form zur Ampiifikatton der 
Expresstonskdssercen verwendet warden. Die Plasmide sind in den Mikroorga- 
nlsmen DSM 12919, DSM 12920, DSM 12921 Oder DSM 12922Whalten und 
sind mit diescn hinterlegt. 

Es isi ifidoch bevorzugt, die Hssmide^ nachdem das gewunschte Polynucleotid 
zur Expression eincs Pcptids Oder Proteins einligiert wurde, in E.coli zu amplifi- 
zieren, dann die Plasmide zu gewinnen, die Exprcssionskasserte mit geeigneten 
Restfiktlonseodonuclea^en, fur die Schn'msteUen an den R^nciern der Expres- 
sionskassette vorgesehen sind, auszuschneiden und die Expressionskassent in 
einen Hefevektor einzultgieren. Die Vektoren enthalten ubiicherweise Selek- 
tionsmarker, um erfolgreich transiormlene ZeJIen in an sich bekannter Weise 
selektiaren zu k6nnen. 

Die Piasmide kdnnen gegebenenfalls in £. co/i vermehrt und dann in 
Kluyvtromyces marxienus oder einen anderen itVayvero/nyreS'Stamm Oder auch 
einen zn^^xtr\ Hefesta/nm eingesetrr werden. Ais Transformationssystem 
kCnnen belspi'elsweise bekannte Plasmide auf Basis des Kixrfv^fomycns droso- 
pMsrunrPlBsmides pKDI verwendet werden. Abkfimmlinge dieses Rasn^ids 
eignen sloh zur Verwandung in Kluyveromyces msrxisnus und S\it\T^t\ bei Ver- 
wendung des erfindungsgemSEen Expressionssystems zu einer effektiven 
Expression und Sckretion von Fremdproteinen im entsprechenden Win. 

In einef and«ren Ausfuhrungsform kann aus den erfindungsgemSBen, wie oben 
vorbereiteten Plasmiden die Expres^ionskassene einschlieEJich des zu exprimie- 
renden Polynucleotids herausgeschnitten und a(s linearer oder zirkulartsierter 
DNA-Strang als Integrationskassette direkt mit Hefezelien in Komakt gebracht 
werden, um von diesen aufgenommen zu werden. Aufgrund der HomoJogie rrwt 
d«rn Endopolygfacturor^segen wird dann in einem Teil der behandeften ZeJIen 
die DNA in das entsprechande Chromosom durch Austausch mit dem Endo* 
galacturonase-Gen aufgenomrnen. Die Selektion erfoigreich trarisfizianer Hefe- 

*Hinterlegt bei DSM2, Mascheroder Weg lb, 38124 Braun- 
schweig 
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2e!len erfolgt tei dieser Ausfuhrungsform ubcr di unterschiedliche Verwenung 
von Pektin. 

Die erfindungsgamSSa Expressionskassette wird staM in Chromosomen eJngo- 
baut und fuhrt, wenn die Zellen unter optimalen Bedingungen gazuchtet wcrden, 
zu einer gutsn Ausbeute des gewunschten Proteins. AbhSngig von der Art des 
zu cxprimierenden Proteins Oder Peptids kann die Kopienzahl des Systems 
cingestelh werd«n. Da das EndopoJygalacturonesegen in dem Chromosomensatz 
dfir Hefe nur einfach vorhanden ist, wird bei einer Transfektion oder 
Transformation mit dcm erfir>dungsgcm^& bereitgestellten Expressionssystem 
auch nur pro arfolgreich transformierter ZeUe cine Kopie des Expressionsvcktors 
vorhanden scin. Falls eina Mhere Kopienzahl erwunscht ist. werdan in an sich 
bekanmer Weiss an die Enden der Expressionskassette Sequenzcn eines in 
gro&erer Kopienzahi in dem Chromosomensatz vorliegenden Gens, z.B. fur rDNA, 
zrxligi^n, urn eine hdhers AnzabI an Austauscbereignissen zu bewirken. 

Im letzteren Fall wird in an sich bekennter Weise zusStzlich noch cin Marker in 
die Sequenz miteingebaut. damit die erfotgreich transforrr^ierten Zelien selcktiert 
wcrden konnen. Vcrfahren und hicrzu geeignetc Marker sind dem Fachmann 
bekannt und bedurfen hier keiner nih^ren Erl^uterung. 

Das erfindungsgcmS&e System ist sehr variabel. So kann z.B. nur die Sequenz 
gemas SEO ID Nr. 1 oder ein a!s Promoior aktiver Teil davon zusammen mit 
andcren NucleinsSuresequeruen, die waiters reguiatorische Sequanzen bereit- 
stelJen, und mit eincr heterofcgen Nucleotidsequenz kombiniert werden. Es kann 
d/e Sequenz gemaS SEQ ID Nr. 1 oder ein als Promoter aktiver Tei) davon mit 
der Sequeru von SEQ ID Nr. 2 kombiniert werden, um ein in Kiuyveromyces 
m^rxianus honrtologes regulatorisches System bereiuustellen, in das des 
Polynucleotid fur das zu exprimierendo Protein cingesetzt wird oder aber es kann 
ein System aus SEQ ID Nr. 1, SEQ ID Nr. 2 und SEQ ID Nr. 3 zusammen mit 
einem zu exprimierenden Gen, das ein gewunschtes Protein kodiert, konnbiniert 
werden, um ein in die Kultur abzugebendes Produkt zu erzeugcn. Da 
KluyverpmyceS'Z^Wf^n mit vielen verschieder>en C*Quelien wachsen k6nnen ufkI 
bezuglich weiterer NShrstoffe nicht schr anspruchsvoU sind, daruber hinaus tern- 
peraturunempfindlich sind, wird hier ein sehr effektives System bereftgestellt. 
Die zv^bt]&s^2^ Expression der Fremdproteir^ wird durch die erfir)dun8sgemd& 
berertgestellte regutatorische Sequenz der Erfindung erreicht. 
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Erfindungsgemaa wird ein System bereitgasTeUt, das cs ruUSt, die aufgrund 
ihrer auBcrgewfthnUchca physiologischcn I istungen als Wirt vielversprechende 
Hefeart Kfuyveromyces msrxianus zu nut^cn. 

Das erfindungsgemaec System eignet sich 2Uf Expression von Pcptiden. Poly- 
peptides Proteineh und Hybridmolekuleo cinschlieBlich Qlycosylierter Proteine. 

So kann in einer wciteren Ausfuhfungsform die Exprcssionskassene auch die 
vollstandige Sequent de$ Endopolygalacturonaseenryms odor Telle davon tnt- 
hatten. wobei zwischen das Endopolygalacturonasegen und die Terminator- 
sequenz cine Sequenz fur ein gewunschtes Protein einllgiea ist. Bei dieser Aus- 
fuhrungsform wird dann bei der Expression cin Hybrid erhahen, von dem in an 
sich bekanmer Weise die Endopolygelacturonasa abgespahan wird, 

tm folgenden ^bt6^<\ einige Definitionen fur Begriffe angegeben, die in der 
Beschreibung verw^ndet werden. 

Oanach ist cin "Expressionsvektor- cin DNA-MolekOr, das linear Oder ringf6rmig 
scin kann und cin Segment enthSIt, das eine Sequenz fur ein imeressierendes 
Protein Oder Peptid codiert, das opcrativ verbunden ist mit regulatorischen 
Sequenzen. Diese regulatorischen Scquer^en schlieRen mindcstens Promotor- 
und Terminatofsequenxen ein. Der Expressionsvektor kann zusatzlich selektier* 
bare Marker und weiterc reguJatorische Elementc enthahen und muB die Ober- 
tragung und Vermehrung in Wirtszcilen ermdglichcn. Die Repfikation der Expres- 
slonsvcktorcn kann autonom odar durch Integration in das VVjnsgenom erfolgen. 

Der Ausdruck "DNA" Oder "Polynucleotid" schlieBt polymerc Formen von 
Desoxyribonucleotidcn und Ribonudeotiden bcliebiger Ldngc und bcliebiger 
Modlfikation in einzeJ- und dcppeistr^ngiger Form ein. 

Der Ausdruck ^opcrativ verbunden" bedeutet, daS die einzelnen Segmeme so 
angeordnet sind, daS s/e dem vorgeseher>sn Zweck dieneh. d.h. die Transkrip- 
Tton initiieren k6nnen und die Expression f6rdern Wnnen von dem Replikations- 
startpunkt bis zur Terminationssequenz. 

Die beanspruchten Sequenzen kOnnen weitere kurre Sequenien aufw^eisan^ die 
die Wologische Aktivhat des Molekuls ntcht stdren. Weherhin umfassen die 
beanspruchten Sequenzen auch atlelische Varianten der Sequenz, d,h. alternative 
Formen des Gens, die durch Mutation entstanden sind. 
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Der Begriff "Protein oder Peptid" bczieht sich auf ftinc molekulara Kctte von 
Aminosaurcn mil biologischer Aktivitat. Die Proteine und/oder Polypeptide 
kCnnen In viva oder in vitro modiflziert wcrden, z.B, durch Glyco^tlerung und 
Phosphorylierung. Unter Hybfidmoiekulon werden Molekule ver^anden, die 
sowoH homologe Teilc als auch hetcrologe Tciie umfassen, z,B. seiche Proteine, 
die eine Kombinartion aus Endopolygaiacturonase oder Teilen davon mJt cinem 
Frcmdprotcin unnfassen, Oder 2.B. Nucleotidsequenzen, bei denen DNA aus 
Kfuyveromyces rnarxianus mx DNA aus anderen Mikroqrganismen kombiniert ist. 

Die crfindungsgem^&e Exprcssionskassette ist unter anderem fur Hefen der 
Siamme Kluyveromyces und Saccharomyces geeignet und wird bevcrzugt in 
HefestSmmen der Art tduyveromyces msrxisnus var. marxianus verwendct. Bn 
besonders bevorzugter Stamm mit besonders gOnstigen Expression^igenschaf- 
ten ist Kluyveromyces marxianus var, marxianus BICM Y-719, der bei SieksteSe 
ct a\. 1 9S9 (Yeast 15. 311 bis 322 (1999)) beschfieben wurde. 

Ein wciterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines 
rekortibinanten Proteins, das dadurch gekennzelchnet ist, dd& man eine Hefezelle 
rr.it flinem sich autonom replirierenden Plasmid, das eine erfindungsgemdBa 
Expressionskassette und ein Polynucleotid, das ein Fremdprotein kodiert, 
umfaSt, transfiziert odar transformiert, die Hefezclle unter Bedingungeh, die zur 
Expression des Fremdproteins geeignet sind, zuchtet und das Protein gewinm. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung eines rekonnbi- 
nanten Proteins, das dadurch gckennzeichnet ist, da& man eine erfindungs- 
gemSBe Expressionskassane in eine Hefezclle bringt, wo die Expressionskas- 
sene in ein Chromosom eingebaut wird, die Zelle zuchtet und anschiie&end das 
Protein gewinnt, Besonders bevorzugt wird die erfindungsgennSSe Expressior^- 
kassette als Modut eingesetzt das die Konrtruktion von episomalen oder integra- 
tiven Exprassionsvektoren, die die regufatorischen Sequenzen gemSfi SEO ID Nr. 
1, 2 und/oder 3 anthalten, ermOglicht. 

Das erfindungsgemSSa Expressionssystem Ist geeignet zur Expression verschic- 
der)er heteroioger Proteine. Besonders bevorzugt wird das Systenn verwendet zur 
Expression von HBVS- Antigen (Hepatitis-B- Virus, Surf ace- Antigen) und Virus- 
protein 1 aus Polyonr^a-Virus. Diese Proteine sind amigene Proteine und k6nnen 
besonders voneifhaft als Impfstoffe eingesetzt werden. 
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Die Erfindung wfrd durch die beigcfugten Figuren und die folgenden B ispiele 
erl^utert. 

Die Rguren 1 bis 4 zeigen Plssm'ide mix den erfindungsgemaficn Expressions' 
kassenen. Figur 6 zeigt die in Beisple) 2 verwendeien Primer. 

Fig. 1 reigt das Flzsmid pETOl-1. Dieses Plasmid enthSIt eine Expressions* 
kassette mit dem erfindungsgemS&en Profnotor gemS& SEO lO Nr. 1 (als 
EPGIprom bezeichnet), eincm losertionsklonierungsort, der mit BspTl 
geschnhten warden kann, und der crfindungsgcm56en Terminatorsequenar 
g«mSS SEQ ID Nr. 2 {a)s EPGIterm bezeichnet). Dtese Expressionskassette 
wurde in den MuUicfoning Site des Plasmids pUC19 einfigiert. Der 
lnsenian$kloolerungsort, der mit BspTI geschnitten werden kann, ersetzt den 
offcnen Leserahmen des Endopolygalacturonasegcns, das entfernt vvurde. 

Fig. 2 xeigt das Plasmid pEPGV2. Dieses PlasmJd enthSIt die erfir^dungsgemsae 
Expressionskassette^ die eine Sequenz gerndft SEQ ID Nr. 1 mh den Kucleotiden 
572 bis 1134 (mit EPGIprom bezeichnet), die als Promotor aktiv ist, esnen 
Insertionsklonierungsort, der mit BspTI geschnitien werden kann, und eine 
Terrrtnatorsequenz, die die Nucleotide 28 bis 541 von SEQ ID Nr. 2 (afs 
EPGIterm bczeichnet) umfefit. Der Inseriionsklonierungsort er^etzt den offenen 
Leserahmen des Endopolygalacturonasegens einschUefiSich der Sequenxen -1 biz 
-12 und 1087 bis 1115 dieses Gens. 

Fig. 3 zeigt das Plasmid pEPGsec. Dieses Piasmid enthSlt ein Expressions- und 
Sekretionssystem der Erfindung. Das Plasmid emMlt eine Exprcssionskassette 
mit cinem Promotor gemSfi SEQ ID Nr. 1 (als EPGIprom bezeichnet), einem 
Terminator gemSS SEQ ID Nr, 2 (als EPGIterm bezeichnet), einer Signaisequenz 
gemcG SEQ ID Nr. 3 U/s EOGIIyd bereichnet) und zwei Schnirtstellen. um d/e 
gewGnschte Nucfeinsiiuresequenz fur das zu exprimierande Protein einzusetzen. 
Diese Expressionskassette wurde in den Multicloning Site des Plasmids pUC19 
etnJigiert. Der offene Leserahmen des Endopolygalacturonasegens wurde von der 
Position 75 bis 1084 entfernt und durch einen Linker mix den K)onierungsonen 
ECO 1471 und BpU 11021 ersetzi. 

Figur 4 zeigt das Ptasmld pUCISPG. Ein 2,198 kb Pstl-DNA-Restriktions- 
fragment aus etnem rekombinamen LambdaGEM'*-12*Bakteriophagen ainer 
genomischen Genbank von KiuyveromYces nwxianus wurde in dan Pstl-Restrik« 
tionson des Multicloning Site des Plasmids pUC19 ligiert. 
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Fig 5 lelflt das Plasmid pUC19-PG1a. Ein 2,735 kb groBes Stul-PvuU-DNA- 
Restriktionsfraament aus eitn«m rekombinanten LambdaGEM--! 2-Bakteriophagen 
einar genomischen Ganbank von Kluyveromyces marxianus words im Plasrrtd 
pUCl9 ceaen das 321 kb grofie Fragment ausgetauscht. Der fen gedruckto Toil 
des Ra$mids entspricht dom DNA-Fragment aus K.marxianos. der duf^n 
gedruckte Tell stellt den Anteil das Plasmids pUC19 dar. 

F)9ur 6 zeigt die fur die Kloni«rung von Promotor und Signalsequenz 
vefw/endeten Primer gemSB SCO 10 Nr. 4 und 5. 

Figru 7 zeigt die SignaJ$equenx gemas SEQ ID Nr. 3 und das rugehOriga 
Signalpeptid (mit Sequenz fur Pre- end Prepropeptid) der Endopolygalacturonase 
aus Kluyveromyces marxianus. 

eei der DSMZ wurden 4 Mikfoorganismen gemSB den Anfordemngen des 
Budapester Vertrags hinterlegt, die die Plasmide gemSB Fig. 1, Fig. 2. Fig. 3 und 
Fig. 4 enthalten. E$ sind dies B. coli pEPGLI. hinterlegt unter der Hinter- 
legungsnummer DSM 12919, B. co//pUC19PG, hinterlegt DSM 12920. B. coli 
pEPGseq, hinterlegt mIt der Nummer DSM 12921 und B. co/ipEPG1-2 mit der 
Hinterlegungsnummer DSM 1 2922. 

Belspiei 1 

Herstellunq des Grundplasmids zur Erzeuqung d er Exoressionskassetten 

Bn Psti -DNA-Fragment mit 2,198 kb. das das komplette Gen der Endopoly- 
galacturonase (EPG1) mit den regulatorischen Sequenzen enthSlt. wurde in die 
Pstl-Schnittsteile des Muiticloning Site des bakteriellen Plasmides pUC19 ir^e- 
riert. in Fig. 4 ist dieses IConstrukt dargcstellt. Unter Verwendung von jeweils 
2wei entgegengesetrten Primern, die am 5'-Enda einen Erkonnungsort fur das 
Reswiktionscnrym BstTI trugen und am 3'-Ende HomoJogie mit der Promotor-, 
Signal- und/oder der Termlnatorseqocnz des EPGI-Gens aufwiesen, konnt* 
mittels urn das Plasmid omlaufender PCR «in DNA-Fragment erwugt werden, 
das nach Restriktion mit BspTI mit siner Ugase zirkulartslert v>ferden konnte. Bei 
Vorwendung verschiederwr Erkennungsone fur Restriktionsenryme an den 5*- 
Enden der PCR-Primor muBten zur zirkularisationsligation entspre^nde Linker 
einDgiert werden Oder die Prinrwr cnthielten zusatzliehe Sequenzen am 5'-End©, 
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die einen gemcinsamcn Erkennungsort fur das Rcstriktionsenzym darstelhen, 
nach Auswahl d r Primer konnen definicne B reiche der EPGl -Region durch 
Restriktion und anschlie&ende Zirkularisierung aus dem Plasmtd deleTten werdan. 
Die rekombinanten Deletionsplasmide wurden in Cscherichia co// amplif iztert und 
dienten a!s Grundlage fOr die Expressionskassetten. Ubor die verschiedenen 
Efkcnnungsstel!cn fur Restrikxionsenzyrna im Multicloning Site des Ptasmids 
pUC19 kann dann die Kassene ausgeschninen und in einan eptsomalen oder 
integrativan Vektor fur einen emsprechenden Hefestamm kloniert warden. Die 
Kasscrte kann auch direkt als Pstl-DNA-Fragmcnt zur Integration in einen Hefe- 
Wirts^tamm verwendet warden. 

Beisptet 2 

HersteHung eines rekombinanten Plasmrdes mit Sequenz ID Nr.1. Nr. 2 und Nr. 3 

Im bakteriellen Grundplasmid pUC19 wurde das 321bp lange PvufI Fragmerrt 
gegen ein StuI/PvulJ DNA Fragment von 2,735 kb, das das kompletta Endopoly- 
galacturonasegen^ einscWieRlich der regulatorischen Sequenzen -1142 bis -1 
und -f 1087 bis 1595 aus Kiuyveromyces marxtsnus enx\\:^\x. ausgctauscht. Das 
Stul/Pvull Fragment wurde dazu aus ejnem rekombinanten Lambda GEM^-12 
Bakteriophagen einer genomischen Genbank von Kluyveromyce rmndanus 
isoliert. Eine Karte des erzeugten Plasmides: ^pUC19-PG1a^ ist in Figur Nr. 5 
dargestellt. Dieses Plasrrwd kann in anaioger Welse zum Beispiel 1 fur die 
Erzeugung von Exprassionskassetten verwendct warden. Da durch die 
Klonierungsstrategie bei d\^xm PX^srcad der f/ufticfoning Site komplett dfcletiert 
wurde und der StuI Ort im Upstream-Promotorbereich des EPG1 Gtns durch 
Ligation mit dem Pvull Ort im pUC19 zerstdrt wurde, konnen zum Ausschneiden 
der Kassette der downstream zum EPG1 Gen vsrbliebena Pvull Ort und z.B. der 
unikafe NarJ Oa im lacZ-Teif des ^yjC^^ verwcndet warden. 

Mit Hilfe der PCR und unter Verwcndung der in Figur Nr.6 dargestellten Primer 
(SfQ ID Nr. 4 und 5) kann ein DNA FxzqmB<\x generiert warden, das die 
Promotorregion und die Signalsequenz nach SEQ ID Nr.1 und Nr.3 entfiSh. Der 
degenenerte rPEPG Primer hat im 5' Bereich ein Mismatch zur EPG1 Sequenz im 
Bereich 1220 und ^^u^nen dadurch aus der EPG1 Sequenz! CAGTTG einen 
Pvull Ort (CAGCTG). Diese Punktmutation (Transition) fuhrt zu einem 
Aminosdureaustausch, indem ein Cystcin-Codon von TGT in cin Arginin-Codon 
n^<^ CGT verflndert wird. Dieser Austausch befindct sich aber im Anteil der 
Hndopolygalacturonase, der durch den Leserahmen eines Fremdgenes ersetzt 
wird und hat somit ketnen Einflua auf di Expression. Das Stul/Pwfl PCR- 
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Fragment kann al$ blunt End in den Multicloning Site eincs emsprechenden 
Vectors inseriert werden, Ot)er den PvulJ Ort kiJnncn Jn Frame" offene 
Lcwrahmen von Genen angefugt warden, deren Expressionsprodukt aus der 
Zelle ausgeschleust werden soil. 



getspiel 3 

HersteMung von Polyoma JCV major coat Protein VPI : 

Fur die Expression des JCV VPI-Gens wurde die ExpressionsJcassettd pEPG1-1 
verv/endet. Oas VPI Gen wurde nnirte)5 PCR unter Verwendung der Primer: 

JC5 (SEQ ID Nr.6): S'tcaagcttaagaatogcccCaacaaaaaga 3' 

und 

JC3 (SEO ID Nr. 7): 5'gtaagcjtaa6attacaccatttttctctq 3' 



amplifiziert und als BspT\ Fragment in die Expressiortskassene von pEPG1-l cirv 
klonlert. Die Kassette wurde mit Psi\ aufgespalten und die DNA-Fragmente an 
ihren Enden mittete T4*Po!ymef3se zu stumpfen Enden umgebaut. 

Die ^blunt ended* Kassette wurden in den Smai Ort des K'/i/yyeromycesWtkxors 
pKDSU inseriert. Die Transkriptionsrichtung des V7*7-Gen^ ist dabei entgegenge- 
setzt rur Transkription des. Sxerevisiae URA3 Gens. 

Der Reiipiem (BKM Y*719 vrs) wurde rr^it dem Expressionskonstrulct trsnsfor- 
miert und Uracil prototrophe Klone wurden isoliert. Das Vorhandensein der 
Expressionskassene mit dem Leserahnnen des VPI Gens wurde mittels PCR und 
den oben gezeigten Primern Oberpruft. AusgewShlte Klone wurden in verschie- 
d^nerx flOssigen Medien kuftivien. Die Hefezellen wurden durch Zemrifugation 
geerntet und in Lysis Puffer (lOmM TRIS-HCI, pH7.5, 0,01%TRrrDN XlOO, 
ImM CaCU, lOOmM NaCi mit ImM PMSF) mit Mikroglaskugeln bei 0*C eufge- 
broctien . Die Glaskugein wurden enschlie&end durch Zentrifugatlon (2000 rpm) 
fur 10 Minuten sedtmentiert. Der Oberstand wurde auf ein 20%iges Saccharose* 
kis^en (in Lysispuffer) geschichtet und 2 Stunden bei 4*C und 350O0rpm 
(Beckman L8-75 rotor SW41) xontrifugiert. Das Pellet wurde in Lysispuffer 
suspendiert und auf einen CsCI-Gradiemen (1,24 bis 1,38 g/ml CsQ) 
geschichtet. Die Zemrtfugatton erfolgte boi 4*C, 350OOrpm fur 16 Stunden im 
SW41 ftotor. ^Virus like Particles • des JCV VPI mit einer durchschnittlichen 
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Partikel9f5&« von 45nm warden aus den Fraktionen zwischen 1,3 und l,34g/ml 
CsCI gewonnen. 

HefyiellunQ von Hepatitis SVifUs Surface^Antipen (HBV s-AntlQen): 

Fur die Expression de$ HBV s-Antigen Gens dcs Subtyps (AYW) wurden die 
Expressionskasscnen pEPG1-l und pEPG1-2 vcrwendet. Das HBS Gen vyrurda 
mittaJs PCR onxer V^rwendtjng der Primer: 

HBS (SEQ ID Nr. 8) : 5'aGCC77A£GataatggagaacatcacatcaGG 3' 
und 

HB3 SEO ID Nr. 9): 5' TG A C7TAA OTTaaaTGTATACCCaaaG 3' 



amplifizlart und al$ BspT\ Fragment in die Expressionskasserten emkloniert. Die 
Kassenen wurdan mit B^rrHl aufgespatten und die ONA-Fragmome an ihren 
Enden mittels Klenow-Folymcrase zu stumpfen Enden aufgef OHt. 

Die .blunt erxied" Expresslonskassetion wurden in den SmM On des 
Kluyveromyces Vektors pKDSU inseriert. Die Translcriptionsrichtung des HBS- 
Gens ist dabel entgegengesetzt zur Transkription des S.cerevrs/ae URA3 Gens. 
Der Rezipient {BKM Y-719 ura) wurde rrit den Expressionskonstrukten trans- 
formiert und Uracil prototrophe KJone wurden auf Selektivmedium isoliert. Von 
ausgewShlten Klonen wurde Gesami-DNA isolisrt und dies© zvm Nachweis der 
Expressiortskassetta mitteis PCR eingeseirt. Positive iCIone wurden in flussigen, 
symhetischen und in Komplettmedien kdtivJert und zur Erzeugung von S-Pro- 
tcinpanikeln eingesetzt. Ent5prcchcndo Hefekuhuren wurden durch Zentrifuga- 
tion geerrrtet und in PBS Puffer mit ImM PMSFmit Mikroglaskugefn bei 0*C auf- 
gebroc^en. Die Glaskugein wurden anschJieSend dvrch Zentrifugation f2000 
rpm) fur 10 Minuten sedimentlea. Aus dem Oberstand wurde durch 30 minutige 
Zentrifugation bei 14000 rpm (J20 Rotor Beckman J2-21) die Hafcmembran- 
fraktion sedirmntien. HBV s*Antigen sedimentierte mit dieser Fraktion und 
wurde durch 0,5% Tweer>-20 in PBS aus der Fraktion cluiert. Nach emeuter 
Zentrifugation bei 14000rpm wurde der Oberstand gewonnen und durch CsCI- 
DichtegradientcrvZentrifugation aufgeirennt. Hochgerolnigte HBV s-Amigenpar- 
tikel wurden aus der 1.29/ml CsCI Fraktion isoliert. 

Die Ausbeute an isolierbarem Antigen war bei KuJtivierurYg in synthetischen 
Modien mit der pEPG1-2 Kassette zwaifach hOher ais mit der pEPG1-1 Kassetto. 
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1. DNA-Sequenz umfassend die Nucleotidsequeru von SEQ ID Nr. 1 . 

2. Hefecxpressionssystcm enihaltend in operativer Verbindung dt« 
Nucleotidsequenz von SEQ lO Nr. 1 oder einen als Promotor aktiven TeU 
davon, eine InsenionsWonierungsstellc und die Nucleotidsequenz von SEQ 
ID Nr. 2 Oder einen als Terminator aktiven TciJ davon. 

3. HefeexpressronS' und Sekfetionssystem umfassend in operativer 
Verbindung eine Sequenz gem^B SEQ ID Nr. 1 Oder einen als Promotor 
akttven Tell davon, die N\jc\eortd^equen7 von SEQ JD Nr. 3, eine 
Insertionsklonierungsstelle urnl die Nucleotidsequenz von SEQ ID Nr, 2 
Oder einen als Terminator aktiven Teil davon. 

4. Ptasmid pEPGI-l enthaltend cine Hefeexpressionskassette gem^l^ 
Anspruch 2 hinterlegt mit der Hinterlegungsnr. OSM 12919. 

5. Ptasmid pEPG1-2 enthaltend eine Hefeexpre5sionskas«tTe gemSft 
Anspruch 2 hinterfegt mJt der Hinterlegungsnr. OSM 12922. 

6. Plasmid pUCI 9PG hinterlegt mit der Hinterlegungsnr. 1 2920. 

7. PIssmid pEPGsec enthaltend eine Hefecxpressionskassette gemSS 
Anspruch 3 hinterlegt mit der Hinterlegungsnr. DSM 1 2921 . 

8. Expressionsvektor enthaltend in operativer Verbindung einen Promotor 
mrt der Sequenz von SEQ ID N1r. 1 odcr einen als Promotor aktiven Teil 
davon, ein Polynucleotide das ein Fremdprotcin kodiert, und eine 
Tarminatorsequenz. 

9. Expressionsvektor nach Anspruch 8, der zusfitzlich noch eine 
Signalsequenz zwischen Promotor und Polynucleottd enthdlt. 

10. Expressionsvektor nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da& die 
Signaisaquenz etr^e Sequenz gemfiS SEQ ID Nr. 3 tst. 
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11. Expressions vektor nach einem <Jer Anspruche 8 bis 10, d^durch 
gekennzeichnet, da& das Polynucleotid ein antigenes Protein Oder Peptid 
kodtea. 

12. Exprcssionsvektor nach Anspruch 11, dadurch gekennzclchnct, daft das 
Pofynucleotid ein Hepathi's-B-Surfscc-Antigen, VPl aus Polyoma-Virus 
Oder Protein A aus Staphylococcus kodiert- 

13. Expressionsvektor nach einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB dar Vektor ein intcgrativer Oder episomaler Vektor 
ist. 

14. Expressionsvektor nach einem d©r Anspfuche 8 bis 12, dadurch 
gekenrueichnet, daS dcr Vektor ein in Hefe replizierbarcs Plasmid ist. 

15. Wirtszelie transformiert mit einern Expressionsvektor Oder einem Plasmid 
nach einem dcr vorhergehenden Anspruche. 

IS, Wirtszella nach Anspruch 14, dadurch gekennzcichnet, daS es eine Zelle 
der An Kluyveromyces marxianus ist, 

1 7. E- coli pEPG1-l hinteriegt mit dcr Hinterlegungsnr. DSM 12919. 

18. E. coli pUCiBPG hinteriegt mit der HintsrJegungsnr. DSM 12920. 

19. E- coli pEPGSeq hinteriegt mit der Hinterlegungsnr. DSM 12921. 

20. E, coli pEPGl*2 hinteriegt mit der Kintcfiegungsnummer DSM 12922. 

21. Vcrfahren zur Herstellung eines rekombinamen f^rotelns, dadurch 
gekennzeichnct, delS man eine Hcfezelle mit einem Plasmid, das die 
Expressionskassette nach einem der AnsprOche 2 Oder 3 und ein 
Polynucleotid, das ein Fremdprotcin kodiert, umfaSt, transfiziert Oder 
transformiert, dia HefezeUe unter Bedingungen, die zur Expression des 
Fremdproteins geeignet uind, zuchtet und das Protein gewinm. 
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22. Verfahren rur Herstellung eines rekombinanten Proteins, dadurch 
gekennzeichnat, daS man sine Exprcsslonske^serte q mSB Anspruch 2 
Oder Anspruch 3 in ©fne Hcf€re/i« bringt, wo did Expressfonskassatte in 
ein Chromosom eing^baut wird, die 2e»e zuchtet und anschJiefiand das 
Protein gewinnt* 

23. Verwendung einor DNA-Sequenz gemsa SEQ ID Nr. 1 als Promotor zur 
Exp^BzsAon von ftem<tproxe\n in Heiez^Wtrt, 
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JO0lec'dPCT/PTO 0 8 MAR 2 



<110> TAD Pharmazeutischei Verk 

<120> R^gulatorlsche Sequenxen und Expressionskassetten fUr 
He ten 

<130> TM5071 

<140> TM5071 

<160> 9 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1146 
<212> DMA 

<213> Klayverowyccs marxianus 
<4O0> 1 

gaggcctgtc cgattattaa acrtgcggca cccgagrttg tgaccctcga cgacatgttt €0 
tatttccaca ccgtagctac actttctatg tagtaagtag gtagtacgga tggtagctag 120 
tagaaactaa acgaaacgaa ataaatgtga aatgttagac gtaaagggga ggggaaggga IdO 
agggggcggc ggagagacat gccaagccat gccatttcat ggcatggcat gtcaagggat 240 
acngcatgca tgcatgcara ctttaccaat agcaaagtaa attgctttct. tcccccattc 300 
gaaactattc cacctcaatc catctttrct ataatgggta tcaccgatct catgtgttct 360 
aataatgctg caggcaacaa caaatcttaa aggcaacttg gaatgtaatt tggttaatga 420 
tagatatcaa acagcaatgg tgggctccaa ccgcatggac atgctcacct tattatccgg 4 00 
aattgttgtt ccgcaggaaa aaaaaaaaac ctcgaaccag atattaa^ta tcctatcatt 540 
actgcgtaca aaacccggga acggttaacc rgcagcagcc gt:tttgctt.a cagtrctcat 600 
gcacaarcag ccagattttg caatagtatt aacttagaat taaggcaaca tctittggatd 660 
tgcatgtaga gtaagtcgtt cgaaaccatt attattatta ttattattar tartattatt 720 
attattatta ttattagrat tattgaaatt gttattgttc ttagtttcac tactattatt 780 
attcatattc atgttattga catcgccgaa cgaccagcct ccaraccgat: tagacaggat 840 
ctcaaacgtg ggctccagag ctcacacatit. atgctaaata actatctact gtaacagcta 900 
cagaaaaaaa actataaaag agcgagggat aaaccactct cttgtgaatc aggaccagta 960 
ggtaactcat aaaccttctt cttttctctc aaaacarcaa ataacagtag tatcaacaac 1020 
gatatcgaat aat:actaact actacaacag caggaacagt aacgacaacg acaacgatag 1060 
taacgacaat aacgacacca acaaacaaca ggaacacaga ttaagctcag aaacaaaaaa 1140 
aaaaaa 1146 



<210> 2 
<211> 541 
<212> DHA 

<2I3> Kluyveromyces majcxianus 



I 



wo 01/20005 



lPCT/EPOO/08663 



<:400> 2 

gcgtctcttx. ttattttrtt tctttttttt attaacgtga agaagataag ggaagtcttc 60 

aatgcggtxc tgaatggttg acccatttcg atacctcggg gacttccttr gaatatattc 120 

tgagagtatg acagttggtt ttctttcttt ctttctattg tttttgtttt tatggaaaca X80 

tagct-ttgat gatttaggat attttttgta gtgaaccaat acatgcttga ctaatatacg 240 

tacgaggtgg gcatrctact ctcattattg gtgttttatt ggagggaaaa attaaaccta 300 

ggagtaccgt t1:agagcgcg aacgtaatat ccatgttctt ctctttgaag aggtcccacc 360 

attgcttccc agatagccag cattcttcca tgatattttg cgcctgttrt gcactggtga 420 

caccctttcg aaccaaagat gtcaagtgct gctgatacaa caacctgtat ccatacaatt 480 

ct:ggacccar cagctcacaa tccacagctg aagatacaga aaatgataca cgtctctgca 640 
9 541 



<210> 3 
<212> DNA 

<2X3> Kluyveromyces marxianus 
<400> 3 

atgttattca gcaacacctt attgatcgca 
ccactggaaa agaga 



gcagctagtg cattattagc tgaagcttct 60 

15 



<210> 4 
<2X1> 33 
<212> DKA 

<213> Kluyveromyces marxianus 
<400> 4 

ttaacagctg tctctctttt ccaatggaga age 33 



<210> 5 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kluyveromyces marxianus 
<400> 5 

ttaagaggcc tgtccgatta taaacttgcg gc 32 



<210> 6 
<211> 30 
<212> DKA 

<2X3> Polyamavarus sp« 
<400> B 



2 
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tcaagctcaa gaatggcc 




caaaaaga 



30 



<210> 7 
<2ia> 30 
<212> DMA. 

<213> Polyojnavlru5 sp, 
<400> 7 

gtaagcttaa gatitacagca tctttgtcrg 30 



<210> 8 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 



<210> 9 
<211> 27 
<2I2> DNA 

<2X3> Hepatitis B virus 
<A00> 9 

tgacttaagt taaatgtaca cccaaag 27 



<400> 8 



agccttaaga taatggagaa catcacatca gg 



32 



3 
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Expressionskassenemit BspTI ^^ons-KJomeningson ligim in den MulricJonm^^ <lcs Plasmides pUCI9 
Dcr oSene Lescrahnen des Eodopoi})g;alaaurooasegen5 wurd« CDtftnu. 

pEPGl-1 

gaacaaaa2aaaaaaaATG...(0RF EPG)...TAAgcgtctcttltt 
1/ 1083^ 

gaacaaaaaaaaaaaaACTTAAGcgtctcftm 
t 

BspTI 




Fig. 1 
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Expressionskasscnt mit BspTl Insmions-Kionlcrungsort Iiglcn in den Mu!ticlcmtng Site dcs PUsmides pUC19 
Dct offcnc LtscraJuijcn dcs Endopolygaiacrurcnas^cns einschlicDlich d«r Sequcnzen von -1 bis und 1087 
bis I US wixrdcn eitfcmt und durch cincn BspTI Klohicrungsorf crsctzt 

pEPGl-2 

-32 cacagatua gctcagaaaCCa^aaaaaaaa aa ATG...ORF EPG..-TAA gc gtacmti a immu nnni)Tai caacgigaag zz% 

cacagaaaa gctcagaaaCTTAAG Tat taacgtgaag , 

BspTl 



Fig, 
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Exprcssionskasscttcmii Sekrctionssignalscquou JigJcrt in den Mulnclonmg Site dcs PJasmidcs pUCl9. 

D« off€DC Leserahmcn dcs Endopolygalacsaroiias^gens wurde von dcr Posilion 75 bis 1 OW cmfani wd durcb 

einen Linker isii dca KlDDicmngJcjricn Ecol47I und BpUl 1021 efsrtZL 

pEPGsccl 

K R Stop 
AAG AG A (ORT EPG) TAA GCG TCT 

K R Stop 
AAG AGg cct agt gag cct tct gcT AAG C G TCT.. 

£ck>1471 Bpall02I 
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Plasaid pUC19PG 

Eih 2,19Skb gro5c5 Pnl DNS-Rtstriktjonstragnicni aus cincro lekombuwnien Lamb<JaOEM'^-12 dtf 
Klvyveromycts marxianus Gcnfaank wurdc in dco PstJ Rcstrikiianjor; des Muhtdoning Site dcs PJassldcs 
pUClPligim. 



HindUl i648 




XCU07057l| 



WOOWOOOS 5/7 PCT/EP0*OWKr2 - ,; 

Plasmid pUC19-PGla: 

Eifi 2 735 kb gro5« StuNPvuII DNS- Rcsn-ikti on sfragm cm axis tman rckcjtwbinanicn LamtxlaOfcM acr 
Klvy^-eromyces marxianus Gcnbank wurdc itn Plasmid pUCl9 gegen das 321bp grolk PvuII Fragmcni 

Dw^fcn"g^ckte Tcil entsprichi 6cm DNS-Fragrocni zuis Kmarxiania, Da dtoin gcdrucklc Tcil stclJt den j- 
Antcil dc5 Plasmidcs pUC 1 9 dar. f 
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PCR-Primer fur die blunt End Klonierung von Promotor und 
Signalsequenz des EPGI Gens aus Kluyveromyces marxianus 



rPEPG: 5'TTAACAGCTGTCTCTCTTTTCCAATGGAGAAGC 3' 
PvuU 

vPEPG: S'TTAAG AGGCCTG TCCGATTATAAACTTGCGGC 3* 
Stul 



Rg. 6 
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Abb.2: Stgn&lsequenz und Signalpq)tid der Endopolygalacturonase aus KluyverQmyces marxfonus 



I fitguancagcaaeacciungaucgcsgcagctagtgcattana gctgaagcttecccinggaaaagaga 75 
MLFSNTLLlAAASALLAEASPLE KR 

Pr c pcptSd Propcpiid ^ 

STEI3 KEX2 



ftcpropcptid 



Fig. 7 
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(54) Title: REGULATORY SEQUENCES AND EXPRESSION CASSETTES FOR YEASTS 



(57) Abstract: The invention concerns a DNA sequence which is active as a promoter in yeast cells, an 

expression and optionally secretion system containing the DNA sequence, plasmids containing the system, host 
cells that have been transformed with the DNA and methods for producing proteins and polypeptides. 



